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骨格筋小胞体 (SR) における Ca2 十イオンの能動輸送の反応機構を研究して，次の三つの結果が得
られた。
[1] SR に ATP を加えて ATPαse の酸安定性反応中間体 (EP) を形成させた後， EGTA を添加
してその形成を止め， EP 分解の時間経過を測定した。 EP 分解の速度定数， kd，は反応開始後 EG­
TA 添加までの時間， t ，の関数として次式で与えられたO
kd= (Kd， initiαl-Kd，steaày) X 仰(-Ktr.t) + K d,steaày, Kd,initial/Kd,steaàY= 7.3; Ktr= 0.5附-:
ここで Kd， initiαl および Kd，steaày はそれぞれ反応開始直後および定常状態での EP 分解の速度定数，
ktr は kd の転移の速度定数である。この kd 値は非放射性の ATP を加えて E32 p 形成を止めて測定
しでも同じであった。この結果から ATPαse 反応初期相での Pi 放出のパーストは kd の転移に由来
することが明かにされた。
[IJ SP への cå+ 取り込みが ATPαse 反応の EP 形成段階に共設して起こることが以下の観察から
証明された。 20μMCαCl2 存在下 MgCl2 無添加， 0 。の条件下で SR に ATP を加えて反応を開始した
後， EGTA を加えて EP 形成むよび cl/取り込みを止めた。 (l)EGTA と共に 2.5mM MgCl2 を加え
ると形成された EP は E+Pi へと速やかに分解した。この時 cå+ の取り込みの時間経過に速い初期
相と遅い定常相とがみられ前者は EP 形成に後者は EGTA+MgCl2 添加時での Pi 発生に対応し， cr
の取り込み量とそれらのモル比はKであった。 (2)EGTA と共に 0.25mM ADP を加えると EP と ADP
とから ATP が急速に形成され， EGTA十ADP での Pi 発生に対し，モル比約Mの ct/ 取り込みがみ
られた。しかし EP 形成に対する速い初期相の cJ+取り込みはみられなかった。 (3)EGTA と共に 2.5
mM MgCl2 を添加した後の EP→E+Pi 反応の過程で種々の時間に 0.25mM ADP を加えると， ATP
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添加時に残存している EP と ADP とから E+ATP が形成されたが，これに伴って起こる cti+ リー
クも EP の減少に伴って減少してゆくという時間経過が測定された。
[皿 ]CF 輸送時の ATPαse の SR 膜中での運動を示唆する，抗体の cJ+ 輸送への影響が観察された。
た。抗体はトリの SR から精製した ATPαse をウサギに免疫して得た。抗血清の Tーグロプリン分画に
主に ATPαse と結合する抗体が含まれていた。 SR たんぱく質 1 mg に対し ， O.lmPの抗血清の添加で
ca+ 取り込みは約30% に阻害された。しかし ca+ の受動的リークはみられなかった。 SR たんぱく質
1 mP の抗血清を添加しでも ATPαse 活性はほとんど影響されなかった。
論文の審査結果の要旨
筋小胞体は ATP を加水分解し， cα2 十イオンを膜外から内へとりこむことはよく知られている。さ
らに，筋小胞体の全蛋白質の80% が ATPαse であること， ATPαse 反応が酵素-ATP 結合物， EATP ，
およびリン酸化中間体， EP，を経て起ることが明らかにされ，筋小胞体はカチオンの能動輸送の分子
機作を研究するのに最も有利な材料となっている。
澄田君はこの論文でまず，筋小胞体 ATPαse に見られる Pag phαse， burst phαse， steady phαse が反
応中間体としての EP 形成および EP 分解速度の反応初期における変移によって定量的に説明できる
ことを示した。特に burst phαse が一部の研究者が主張している酵素と Pi の結合物の形成によるもの
でなく， EP 分解速度の大きい変移によることを明確に示した。さらに， ATPαse 反応を EATP形成
反応， EP 形成反応および EP 分解反応の 3段階に分け，同時に Ce 2 十イオンの膜外から膜内へのトラ
ンスロケーションを測定することに成功した。特に Cα2+輸送を EGTA十ADP および EGTA+Mg2+
で止めた時の Cα2 +の輸送量と EP の形成および分解反応を比較し， EATP から EP が形成される段
階で Cα2 +イオンが膜外から膜内にトランスロケーションされることを明かにした。この研究はカチ
オン能動輸送の素反応段階を解明した最初の仕事として高く評価される。さらに，筋小胞体における
Cα2 +輸送に対する ATPαse の抗体の作用についての従来の研究は余り明確なものでなかったが，澄
田君はよい ATPαse 抗体をつくることに成功し，これによって Cα2 +輸送が殆んど完全に阻害される
2+ ことを示し， cイ 輸送において ATPαse 分子の運動が起るとする考えを支持した。
以上のように，本論文は生体膜におけるカチオンの能動輸送の分子機構について新しい知見を加え
たもので，理学博士の学位論文として十分価値あるものと認める。
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